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Resumo
À luz da teoria da história vital, é previsível que, no momento da reprodução, os indivíduos sejam
capazes de ajustar o seu grau de investimento de acordo com os ganhos expectáveis, simulta-
neamente presentes e futuros. Assim, um processo de seleção favorecerá um aumento no grau de
investimento reprodutivo apenas quando esta alocação diferencial de recursos permitir um aumento
significativo do fitness parental. A alocação diferencial de recursos na reprodução, quando presente,
pode adotar preferencialmente duas formas distintas: alocação diferencial positiva (os indivíduos
aumentam o investimento quando se reproduzem com parceiros de maior qualidade) ou, ainda que
menos comum, alocação diferencial negativa (ou compensação reprodutiva; os indivíduos investem
mais recursos em eventos reprodutivos com parceiros de baixa qualidade). Uma vez que foi recen-
temente sugerida a existência de uma estratégia de compensação reprodutiva em Syngnathidae, o
principal objetivo deste trabalho foi determinar se esta estratégia de investimento é comum a toda
a família ou, alternativamente, se a descrição desta estratégia poderá estar alicerçada numa leitura
de resultados enviesada por constrangimentos experimentais. Para o efeito, foram analisados os
perfis proteicos e quantidade de proteína em oócitos e ovos das espécies Nerophis lumbriciformis e
Syngnathus abaster, duas marinhas com distintos graus de complexidade das estruturas parentais
de suporte ao desenvolvimento embrionário. Comprovou-se, assim, que existe uma clivagem contí-
nua das proteínas ao longo do processo de maturação dos oócitos, que continua após fecundação,
e que se correlaciona com a dimensões das fêmeas. Mais ainda, foi possível verificar não só que as
fêmeas de maiores dimensões produzem oócitos com maiores quantidades de proteína, como tam-
bém mostrar que, nestas mesmas fêmeas, o normal processo de clivagem é acelerado, aumentando
a disponibilidade imediata de aminoácidos aos embriões em desenvolvimento. Estas observações
sugerem, pois, que a deteção de um menor investimento em machos de maior qualidade, como
descrito por outros autores, resultará apenas de uma falha na identificação de proteína de baixo
peso molecular, rapidamente clivada nos ovos e oócitos provenientes de fêmeas maiores e de melhor
qualidade.
Palavras-Chave: Alocação diferencial; Syngnathidae; proteínas.
Abstract
According to the theory of life history, is expected that, at the time of reproduction, individuals
are able to adjust their investment according to expected gains, both present and future. Thus
a selection process favors an increase in the degree of reproductive investment only when this
differential allocation of resources allows a significant increase of the parental fitness. The diffe-
rential allocation of resources in reproduction, when present, may preferentially take two distinct
forms: positive differential allocation (individuals increase investment when in the presence of
partners with higher quality) or, less common, negative differential allocation (or reproductive
compensation, individuals invest more resources in reproductive events with partners from low
quality). Since it was recently suggested the existence of reproductive compensation strategy in
Syngnathidae, the main objective of this study was to determine whether this investment strategy
is common to the whole family, or alternatively, if the description of this strategy may be grounded
in a reading of biased results by experimental constraints. To this end, we analyzed the protein
profiles and the amount of protein in oocytes and eggs of the species Nerophis lumbriciformis and
Syngnathus abaster, two pipefishes with different degrees of complexity of the parental structures
to support embryonic development. It was proved, therefore, that there is a continuous cleavage
of proteins during the process of maturation of the oocytes, which remains after fertilization, and
that correlates with the size of females. Further, it was possible to verify not only that females
produce larger oocytes with higher amounts of protein, but also show that these same females,
accelerated the normal cleavage process increasing the availability of amino acids to developing
embryos. These observations suggest, therefore, that the detection of a lower investment in higher
quality males, as described by other authors, result from defaults on the identification of protein,
of low molecular weight, rapidly cleaved in oocytes and eggs from larger and better females.
Key words:Differential allocation; Syngnathidae; proteins.
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Capítulo 1
Introdução
1.1 Reprodução
A definição de fitness reprodutivo não é consensual. No entanto, de uma forma geral Williams [2]
definiu o fitness reprodutivo como uma avaliação genética de bens (descendência) e não uma
medida de qualidade (tamanho, coloração). Neste trabalho consideramos que o fitness reprodutivo
é maior quando o indivíduo se reproduz e dá origem a descendentes com probabilidade de, também
eles, passarem os seus genes à geração seguinte, visto que conjuntamente com a manutenção da
sobrevivência, a reprodução é extremamente importante para garantir o sucesso do indivíduo [3].
Logo para avaliar o grau de fitness de um indivíduo é necessário avaliar o número de descendentes
e a viabilidade destes. No entanto o fitness reprodutivo não é fixo. Este pode variar entre espécies
e também com o tempo, visto que as condições que regulam ou condicionam a reprodução poderão
sofrer alterações temporais e espaciais.
O investimento reprodutivo de indivíduos em determinados episódios reprodutivos nem sempre
é indiferente da “qualidade” do seu parceiro. Estratégias de alocação diferencial de recursos preveem
que os indivíduos sejam capazes de ajustar o seu investimento consoante a qualidade aparente do
seu parceiro. Existem basicamente duas estratégias que discutem os diferentes tipos de alocação
diferencial de recursos e a forma como estes ocorrem: pode haver uma alocação mais reforçada
nos eventos reprodutivos com parceiros de maior qualidade (estratégia da alocação diferencial
positiva) ou um maior investimento quando o parceiro possui uma qualidade inferior (estratégia
da compensação reprodutiva). Estas terão uma influência significativa nos custos e/ou benefícios
de um possível evento reprodutivo.
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1.1.1 Estratégia de alocação diferencial positiva
A alocação diferencial defende basicamente que os pais fazem uma avaliação da qualidade do seu
companheiro contrapondo com a probabilidade de surgir um indivíduo de qualidade superior. Ou
seja, os indivíduos serão capazes de ajustar o investimento de forma flexível, consoante a qualidade
do seu companheiro [4] e na presença de um parceiro sexual de maior qualidade devem investir
mais [4, 5]. Nesta estratégia o comportamento adotado terá de representar um custo ao sucesso
reprodutivo do indivíduo condicionando as suas futuras reproduções, pois se investe mais terá
menos recursos disponíveis para um futuro evento reprodutivo.
Existem vários casos documentados na literatura que corroboram esta estratégia: por exemplo,
nos pássaros Taeniopygia guttata em que a coloração dos machos induz as fêmeas a aumentar o
investimento na descendência de machos de maior qualidade [4]. Ainda nos pássaros Taeniopygia
guttata, as fêmeas investem mais quando acasalam com machos com bandas vermelhas, mais
atraentes, induzindo mais testosterona e 5-α-dihidrotestoterona [6], aumentando a produção de
descendência do sexo masculino que pode aumentar o fitness dos pais [7]. Na borboleta Polygonia
c-album, os machos oferecem recursos nutricionais às fêmeas. Os ovos resultantes dos encontros
com machos responsáveis por maiores doações viram o seu conteúdo reforçado pelos nutrientes
fornecidos pelo progenitor, assim como um maior esforço reprodutivo por parte da fêmea [8]. No
complexo Rana lessonae-esculenta de anfíbios quando a fêmea da espécie Rana lessonae acasala
com machos da espécie Rana esculenta, diminui o número de ovos que liberta. Em contrapartida,
quando a fêmea da espécie Rana lessonae acasala com machos da espécie Rana lessonae, com quem
tem hipóteses reais de obter descendência, o número de ovos aumenta, indicando mais uma vez
um alocação diferencial dos recursos [9]. As patas da espécie Anas platyrhynchos na primeira vez
que acasalam, colocam ovos maiores na presença de machos mais atraentes, quando comparado
com o tamanho de ovos resultantes de encontros com machos de menor qualidade [10]. Também
nos peixes Pterapogon kauderni foi registada alocação diferencial positiva, as fêmeas colocam ovos
mais pesados na presença de machos de melhor qualidade [11].
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1.1.2 Estratégia de compensação reprodutiva
Ao contrário do que acontece na estratégia de alocação diferencial positiva, na estratégia da com-
pensação reprodutiva os indivíduos quando se reproduzem com companheiros de pior qualidade,
investem mais. Esta teoria assume dois pressupostos. O primeiro implica que indivíduos condicio-
nados na sua escolha resistam à cópula com os parceiros de menor qualidade. Porém, nem sempre
esta resistência à reprodução é possível e por isso, e quando não lhes resta outra alternativa, os
indivíduos tentam tirar o máximo partido desse evento reprodutivo. O outro pressuposto da com-
pensação reprodutiva estabelece que os fatores condicionantes afetam negativamente a viabilidade
dos descentes [12]. Existe uma grande variedade de fatores condicionantes: limitação da dispersão
dos indivíduos, coação masculina manipulando a escolha da fêmea, interações competitivas intra-
sexuais, limitação da exposição de indivíduos a todos os parceiros disponíveis, troca de cópulas
por acesso a recursos controlados pelo sexo oposto, limitações ecológicas e história vital, risco de
predação e tempo disponível para reprodução. Esta estratégia prevê então que haja uma capaci-
dade de adaptação flexível consoante os fatores condicionantes que sejam presentes aos indivíduos.
Esta estratégia não é tão comum como a alocação diferencial positiva, porém existem vários casos
documentados. Por exemplo, as fêmeas das aves Carpodacus mexicanus depositam maior quanti-
dade de andrógenios em ovos de machos que não preferem, o que pode ser visto como uma forma
destas aumentarem a qualidade da descendência visto que um maior teor de andrógenios em aves
está correlacionado com o crescimento e sobrevivência [13]. Um estudo em patos Anas platyrhyn-
chos mostrou que as fêmeas que se reproduzem pelo segundo ano, quando copulam com machos
de menor qualidade colocam ovos com um maior peso [14]. Existe um outro estudo que indica
que as fêmeas pertencentes aos singnatídeos Syngnathus typhle poderão recorrer a estratégias com-
pensatórias, introduzindo um maior teor de proteínas nos oócitos de forma a compensar o baixa
qualidade do seu parceiro [15].
O principal objetivo deste trabalho é determinar a alocação de recursos em oócitos em syngnatí-
deos, uma vez que foi demonstrada a estratégia de compensação reprodutiva em Syngnathidae [15],
e verificar se esta é uma estratégia comum a toda a família, ou se os resultados traduzem uma
estratégia diferente confundida com compensação reprodutiva devido ao método experimental.
1.2 Syngnatídeos
Os membros da família Syngnathidae são peixes teleósteos e dentro do conjunto de espécies as-
sociadas a esta família incluem-se os cavalos-marinhos, dragões marinhos e marinhas. Trata-se
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da família mais diversificada na ordem dos Gasterosteiformes (com aproximadamente 230 espécies
descritas [16]), que se distribuem por 55 géneros [16] [17]. Todas estas espécies, apesar de apresen-
tarem uma morfologia muito própria e distinta de outros peixes, exibem, ainda, formas de cuidado
parental muito especializadas e por isso são muitas vezes uma boa família para estudar de que
forma o cuidado parental evoluiu e as implicações dos papéis sexuais [18]. Em todas as espécies
de syngnatídeos, a fêmea transfere os seus oócitos ricos em vitelo para uma superfície incubadora
do macho localizada abaixo do seu gonoporo. A fertilização dos oócitos ocorre aquando desta
transferência já no corpo do macho. A esta família associa-se o termo de “gravidez masculina”.
A gravidez pode ser definida como o período, após fecundação, em que se dá o desenvolvimento
do embrião no corpo do progenitor [19]. Nos syngnatídeos, ocorre a viviparidade masculina que
exige uma série de modificações morfológicas e fisiológicas dos tecidos parentais análogos aos que
ocorrem na viviparidade feminina [19]. Como, nos syngnatídeos, existe um grau extremo de es-
pecialização de estruturas para garantir o cuidado paternal, existe também um aumento notável
na diversidade de espécies quando comparadas com outros grupos próximos. Ao estudar as estru-
turas reprodutoras verifica-se que estas têm sido associadas com grandes divergências evolutivas
do grupo, sugerindo que a diversificação das estruturas envolvidas no cuidado parental pode ter
sido a chave das inovações evolucionárias desta família [1]. Nos syngnatídeos, compete às fêmeas
depositar os ovos diretamente numa área ou bolsa incubadora garantindo assim a um determinado
macho confiança na paternidade dos descendentes, custando-lhe no entanto um gasto excecional
no cuidado parental quando comparado com outros vertebrados [1,19,20]. Consoante a localização
da superfície incubadora podemos dividir esta família em duas sub-famílias: se a sua localização é
na cauda temos a subfamília Urophori ; caso contrário se a sua localização é no abdómen estamos
então na presença da subfamília Gastrophori. O esquema representado na Figura 1.1 representa um
hipotético desenvolvimento evolucionário baseado na forma e abertura da bolsa embrionária [1,20].
Consoante o grau de complexidade da zona incubadora é possível dividir os membros desta família
em quatro grupos [21]:
1. No género Nerophis e Syngnathoides com uma superfície incubadora, localizada na zona
ventral do macho, onde os ovos estão “colocados” sem que haja qualquer tecido que impeça
o seu contacto com o exterior.
2. No género Corythoichthys em que os ovos estão parcialmente protegidos por pregas cutâneas
provenientes das zonas dorsais do macho.
3. No género Syngnathus em que os ovos estão totalmente protegidos por pregas cutâneas que
impedem o seu contacto com o meio exterior.
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Figura 1.1: Radiação evolutiva da família Syngnathidae de acordo com a superfície incubadora.
Imagem adaptada de Wilson et al. [1]
4. No género Hippocampus em que os ovos são depositados num marsúpio totalmente isolado
que só contacta com o exterior através de um poro. Estas são as estruturas mais complexas.
Revisões taxonómicas anteriores [20, 22] baseadas na morfologia da família têm enfatizado a im-
portância da superfície incubadora do sexo masculino na divergência de Syngnathidae e fizeram da
biologia reprodutiva masculina a chave fulcral para a redefinição taxonómica do grupo. Ao juntar
a esta análise um método molecular (que se baseiam no estudo do DNA) verifica-se que embora
muitas das conclusões anteriores baseadas nas análises morfológicas são suportadas pelos dados
moleculares, existem algumas discrepâncias significativas que sugerem que um exame mais apro-
fundado do desenvolvimento de bolsa e/ou revisão taxonómica do grupo podem ser necessárias [1].
Cada tipo de marsúpio tem diferentes características que refletem diferentes graus de relação
entre o corpo do pai e o embrião em desenvolvimento. Regra geral, estas características são
inversas ao grau de exposição do ovo e diretamente proporcionais à complexidade e especialização
das estruturas reprodutoras [23].
Sendo o macho o principal responsável pelo cuidado parental será de esperar que haja reversão
dos papéis sexuais consoante a intensidade do investimento. Contudo a alteração dos papéis sexuais
não está diretamente relacionada com a intensidade do cuidado parental exercido pelo macho. O
número de ovos produzidos pela fêmea, a taxa reprodutiva potencial, o espaço disponível nos
machos para a incubação, e o tempo de gestação, serão os fatores limitantes. Quando estes fatores
limitam a expressão do sucesso reprodutivo das fêmeas há então uma redistribuição dos papéis
sexuais, e a fêmea passa a ter um papel mais ativo na procura de companheiro [21].
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Os syngnatídeos machos, comparativamente a machos de outras espécies de peixes teleósteos
produzem um reduzido número de gâmetas. O espermatozoide é constituído pela cabeça, zona
intermédia e um flagelo. A sua morfologia e composição pode sofrer algumas variações consoante o
tipo de inseminação. Geralmente em fertilizações internas (dentro do corpo) verifica-se um maior
alongamento da cabeça, e uma zona intermédia mais desenvolvida, quando comparadas com os
espermatozoides de fertilização externa (fora do corpo). Supõe-se que o esperma é libertado ao
mesmo tempo que as fêmeas depositam os seus oócitos e que as quantidades reduzidas de esperma
derivam de a fertilização ser feita já no corpo do pai, o que minimiza a competição entre os
espermatozoides [24].
Os ovários das fêmeas dos syngnatídeos assemelham-se a tubos cilíndricos e os folículos em
desenvolvimento estão localizados entre a parede exterior do ovário e o epitélio interior do celoma
de modo a que os folículos em desenvolvimento estarão dispostos com diferentes fases de desen-
volvimento: a partir de oogónias até oócitos maduros. Outra característica típica das paredes
do ovário destas fêmeas é um tecido muscular bem desenvolvido e fibras nervosas, que poderão
ser úteis para que a fêmea consiga transferir os oócitos para a zona incubadora do macho. A
desova é parcialmente controlada por um impulso nervoso, que impõe uma contração da parede
do ovário [25].
Para se perceber que tipo de estratégia reprodutiva de alocação de recursos está presente em
determinado evento reprodutivo precisamos, primeiramente, de conhecer todos os processos que
fazem com que os recursos entrem nos oócitos. Para tal é necessário detalhar todos os processos
da oogénese. Como a informação sobre a oogénese em syngnatídeos é bastante limitada, faremos
o estudo da oogénese em peixes teleósteos [26–28].
1.2.1 Oogénese
No caso dos peixes teleósteos há produção de oócitos relativamente grandes e ricos em vitelo.
Para perceber como chegamos ao resultado final temos de compreender a oogénese. Basicamente,
a oogénese é o processo que engloba todas as transformações que fazem com que a partir de células
germinativas primordiais se obtenham oócitos prontos a ser fertilizados [26, 27,29].
Patiño e Sullivan [29] dividem o processo de oogénese em seis etapas: Formação de PCGs
(células germinativas primordiais); transformação das PCGs em oogónias e transformação destas
em oócitos, após o início da meiose; crescimento dos oócitos; maturação com o reinício da meiose e
por fim expulsão do oócito (ovulação). Ao contrário do que acontece na maioria dos vertebrados,
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nos teleósteos, a divisão de oogónias continua mesmo após maturação do ovário, originado oócitos
durante toda a vida adulta do animal [26].
Sobre o oócito, na fase de fim do paquiteno ou nos estados primordiais diplontes do desenvolvi-
mento dos cromossomas, há formação de uma monocamada granulosa que recobre todo o oócito.
Sobre esta camada forma-se uma outra, constituída por células tecais sobre uma membrana basal,
originando assim o folículo. No início do crescimento, na fase de pré-vitelogénese ocorre uma para-
gem da meiose no estado diplonte (correspondente à Profase I). Durante esta fase há uma intensa
síntese de RNA, sendo que praticamente todo RNA presente no oócito maduro parece ser formado
nesta fase. Há ainda formação de um corpo de Balbiani (complexo formado por vários organelos
como complexo de Golgi, mitocôndrias entre outros), formação de um invólucro acelular vitelino,
também designado de zona radiata ou cório, em torno do oócitos que se continuam a diferenciar e
aumentar a sua complexidade durante as seguintes fases. Também o invólucro vitelino sofre altera-
ções durante este crescimento, visto que forma microvilosidades na superfície do oócito que o liga
à monocamada de células granulosas. Com o aumento da espessura do invólucro vitelino acelular,
as microvilosidades alongam-se e mantêm contacto com a camada superior através da formação de
canais [26–29]. Ocorre também a formação de alvéolos corticais, graças ao estímulo das hormonas
sexuais FSH e E2 (β-17 oestradiol). Os alvéolos corticais são estruturas citoplasmáticas, recheadas
de polisialoglicoproteína, com elevadíssimo peso molecular, sintetizadas no próprio oócito. No fim
desta fase, os alvéolos ocupam praticamente todo o espaço citoplasmático do oócito e durante a
vitelogénese estes são “arrumados” para a periferia da célula. Aquando da fertilização, os alvéolos
libertam o seu conteúdo para o interior do ovo [30]. O conteúdo dos alvéolos corticais parece ter um
papel importante na espessura do invólucro vitelino, visto que reestrutura as proteínas que fazem
parte da sua constituição, de forma a impedir a polispermia. Durante a fase da pré-vitelogénese
começa também a inclusão de lípidos, que pode continuar ao longo de todo o crescimento do oócito.
A origem dos lípidos ainda levanta algumas questões visto que poderá advir de lipoproteínas de
muito baixa densidade que circulam no sangue e se ligam aos recetores do ovário, originando gló-
bulos lipídicos, ou mesmo associados à vitelogenina que começa a ser incorporada posteriormente.
De notar que os lípidos têm um papel muito importante para o desenvolvimento do embrião, visto
que podem ser usados como fonte de energia para o desenvolvimento embrionário e larval [31].
Em seguida, inicia-se uma etapa extremamente importante: a vitelogénese. O desenvolvimento
dos peixes teleósteos é um processo que necessita de muitos recursos. A melhor forma de fornecer
estes recursos é através da incorporação de um vitelo nos oócitos, que seja capaz de suprimir estas
necessidades. A vitelogénese pode ser definida como o período de desenvolvimento do ovário em
que proteínas são sequestradas, processadas e armazenadas nos oócitos [32]. Este acontecimento
garante, por isso, um grande aumento do volume do oócito. Antes que se inicie este processo é
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Figura 1.2: Composição do gene da vitelogenina e relação com diferentes proteínas do vitelo
necessário que o oócito atinja um tamanho mínimo. Este fato pode ser explicado de duas formas:
pela expressão de recetores de vitelogenina ou por ser necessário que sejam criados canais que
permitam a deslocação de proteínas do sangue para o oócito, e vice-versa. A segunda opção é a
mais aceite visto que os recetores de vitelogenina já se encontram nas membranas e nesta altura
apenas existe um aumento do seu número. Em contrapartida, as microvilosidades só aparecem ao
fim de algum tempo de desenvolvimento do oócito e culminam nesta fase da vitelogénese.
A produção de vitelogenina ocorre no fígado sob a regulação da hormona E2. Esta hormona
deriva da ativação do eixo neuro-endócrino hipotálamo-hipófise-gónadas. A vitelogenina entra na
célula através de capilares na camada tecal, passa pela membrana que separa a camada anterior
da camada granulosa, circula nesta através dos espaços intracelulares e depois entram pelos canais
de poros e microvilosidades associados ao invólucro vitelino acelular, atingindo o oolema [33].
Após atingir a superfície do oócito, liga-se a recetores específicos e a entrada para o interior
da célula ocorre em locais específicos denominados de poços revestidos, que originam vesículas
também elas revestidas. Estas vesículas deslocam-se para a zona periférica do ooplasma e fundem-
se com lisossomas originando corpos multivesículares [28]. Basicamente, a vitelogenina é uma
fosfolipoglicoproteina, ou seja possui a si associada uma porção lipídica, uma porção fosforizada
e uma porção glicosídica. Para além da vitelogenina, durante esta fase, muitas outras proteínas
e recursos necessários para o oócito podem ser transportados e muitas vezes associados à própria
vitelogenina [34]. Existe uma clivagem inicial desta lipoglicofosfoproteína que origina as proteínas
do vitelo. O vitelo ou “yolk” é constituído por lipovitelina, fosvitina e componenteβ, todas elas
provenientes da vitelogenina (Ver Figura 1.2). Em algumas espécies foi verificado uma clivagem
adicional na maturação final dos oócitos [35, 36]. É muito importante reter que durante esta
fase continua a haver uma captura de proteínas pelo oócitos mas esta cessa quando há quebra
das vesículas germinais, quando o oócito se torna praticamente impermeável, ou seja nas últimas
fases da oogénese a entrada de compostos é mínima. Este conceito é muito importante para a
interpretação dos nossos resultados.
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1.2.2 Maturação
Durante as últimas fases de maturação, ocorre uma maior fragmentação das proteínas do vitelo
dando origem a ácidos gordos livres, pequenos péptidos que podem ajudar não só no posterior
desenvolvimento do embrião como também poderão ter uma papel importante na hidratação final
dos oócitos, aumentando a pressão osmótica [35, 37]. Nesta fase, há fusão de glóbulos de “yolk”
originando uma massa fluída de vitelo. A degradação das proteínas do vitelo fica a cargo das
catepsinas (enzimas proteolíticas) que são ativadas especificamente para a clivagem da vitelogenina
e seus derivados [27, 38]). As catepsina B e D atingem o seu pico de produção no início da
vitelogénese. Em contrapartida, a catepsina L tem a sua expressão máxima numa fase mais
intermédia da maturação. Ora isto indica que as catepsinas B e D serão as responsáveis pela
clivagem inicial da vitelogenina em lipovitelina, fosvitina e componente β. Já a catepsina L será
responsável pela segunda quebra associada às fases finais de maturação.
As vitelogeninas têm uma sequência de aminoácidos que pode ser dividida em domínios e cada
domínio origina um polipéptido diferente. Contudo estes domínios (sequências de aminoácidos)
podem variar originando tipos de vitelogeninas diferentes. Visto que os polipéptidos resultam
da clivagem da vitelogenina, diferentes vitelogeninas podem originar diferentes polipéptidos [39].
Na maioria das espécies, LvHb (lipovitelina de cadeia pesada), proveniente da vitelogenina B é
dissociada em dois monómeros. LvHa (lipovitelina de cadeia pesada), a partir de vitelogenina
A, fosvitina e componente β são extensivamente degradadas para produzir ácidos gordos livres,
e LvLs (lipovitelina de cadeia leve) são parcialmente hidrolisados. O LvHb e LvL permanecem
armazenados no oócito como uma fonte de nutrientes para o desenvolvimento embrionário adicional
[26,38].
1.2.3 Ovulação
A ovulação consiste na libertação de um oócito maduro do seu folículo para a cavidade do ovário
ou abdominal, dependente da espécie, após o reinício da meiose. Para que haja esta separação
é necessária uma rutura localizada das camadas foliculares, devido ou à ação enzimática, morte
celular ou mesmo ação mecânica. Para além disso, é necessário que ocorra uma retração das
microvilosidades que conectam o oócito à camada granulosa. A ovulação nos peixes depende da
ação das prostaglandinas, e de outros fatores associados aos ovários como protéases, inibidores de
protéases, progestinas entre outros [28, 29]. O ovo maduro libertado nesta fase possui tudo que é
necessário ao desenvolvimento embrionário. A qualidade do ovo pode estar fortemente influenciado
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pela dieta, fotoperíodo, propriedades bioquímicas (níveis de amónia, nitrito, pH) [34].
O objetivo deste trabalho passa por verificar as estratégias reprodutivas de alocação de recursos
para Syngnathidae, contudo esta família engloba muitas espécies [16] e por isso não foi possível
analisa-las todas. Neste estudo selecionados duas espécies de extremos filogenéticos diferentes:
Nerophis lumbriciformis e Syngnathus abaster.
1.2.4 Nerophis lumbriciformis
Nerophis lumbriciformis (Jenyns 1835) são caraterizados por possuírem uma forma fusiforme
(ver Figura 2.2) e serem de dimensões reduzidas (comprimento máximo do macho 15 cm; com-
primento máximo fêmea 17 cm) [16]. A sua coloração varia entre castanho, verde, avermelhado.
Estas são espécies marinhas que podem ser preferencialmente encontradas associadas a algas ou
em locais de rocha solta.
Em termos de estruturas reprodutivas o macho apresenta a superfície incubadora que, hipoteti-
camente, mais se aproxima do peixe ancestral que esteve na origem das radiações desta família [20],
visto que esta se baseia apenas numa zona ventral onde os ovos estão aderidos com ajuda de uma
substância mucosa, sem qualquer estrutura externa para ajudar na proteção da postura, e portanto
os ovos são expostos ao exterior [23]. A zona incubadora de Nerophis lumbriciformis apresenta
uma epiderme semelhante ao restante corpo com a exceção de ser mais vascularizada, logo como
o nível de complexidade desta estrutura é baixo, supõe-se uma relação pai-embrião ténue, onde
a única função do pai pode ser garantir a respiração fornecendo oxigénio [23]. Quando os ovos
são colocados sobre a zona incubadora ocorre um rearranjo do epitélio para que este possa re-
ceber os ovos aumentando extensamente a vascularização deste tecido, comum a todos os tipos
de superfícies incubadoras [23]. Durante a gestação é o pai o principal responsável pelo cuidado
parental.
As fêmeas distribuem-se consoante o seu tamanho em locais estratégicos que são visitados
pelos machos que se querem reproduzir. Os machos recebem as posturas e depois seguem para o
subtidal sem que a fêmea tenha qualquer outro papel no cuidado parental durante todo o período
de gestação [40]. Este período de gestação ronda os 30 dias a uma temperatura de 14-15ºC. Como
temperaturas superiores a 16ºC parece inibir a reprodução, os picos reprodutivos desta espécie,
em Portugal, ocorre entre Maio e Julho [41]. Observações de campo mostraram que o número de
adultos aumentou durante a época de reprodução, com os machos a chegarem um mês mais cedo do
que as fêmeas [42]. O intertidal parece ser essencialmente usado como uma área de acasalamento
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visto que macho e fêmeas permanecem lá tempo diferentes. As fêmeas permaneceram por períodos
mais longos na zona intertidal. Segundo as observações, alguns dias após a transferência de oócitos
para ocupar toda a zona incubadora de um macho elas já se encontram em condições de o voltar
a fazer enquanto os machos geralmente deixam o intertidal após o acasalamento, voltando a este
ao fim de dois meses. Estes dois meses podem ser explicados pelo período de gestação e pelo fato
de se seguir um período em que ocorre um rearranjo do epitélio da superfície incubadora [41].
Machos e fêmeas acasalam diversas vezes durante uma estação reprodutiva. O dimorfismo
sexual presente nesta espécie indicia um sistema poliândrico, contudo as observações em campo
sugerem que, apesar de os machos não receberem, simultaneamente posturas de diferentes fêmeas,
acabam por na mesma época reprodutiva acasalar com diferentes fêmeas indicando um sistema
poliginândrico [42].
Aquando da eclosão os juvenis são totalmente independentes dos progenitores, apesar de ainda
serem diferentes deles, possuindo uma barbatana primordial e uma coloração transparente [43].
1.2.5 Syngnathus abaster
Syngnathus abaster (Risso,1827) é caraterizado por ser um peixe pequeno com tamanho inferior
a 21 cm [16], também ele com forma fusiforme. A sua coloração varia entre castanho e verde,
podendo ser encontrado entre os detritos ou vegetação sobre a areia ou lama a profundidades de
cerca de 5 m.
O marsúpio é constituído por duas pregas dérmicas localizadas na zona da cauda. Estas
pregas recobrem ovos redondos que se encontram na zona central do marsúpio. Como se trata
de um marsúpio fechado, espera-se uma relação mais complexa entre pai-embrião visto que os
primeiros para além da respiração, também poderão garantir a osmorregulação visto que o marsúpio
de Syngnathus abaster é caracterizado pela presença de células MR (Ricas em mitocôndrias),
geralmente, responsáveis pelos fenómenos de osmorregulação, excreção e digestão celular [44].
Dentro das pregas do marsúpio podem ser encontrados ovos em diferentes fases de desenvolvimento
que indica que machos podem receber novas posturas mesmo que já “grávidos”, indicando que o
sistema subjacente a esta espécie é poliginândrico, onde tanto fêmeas como machos acasalam com
diferentes indivíduos durante uma época reprodutiva. O desenvolvimento embrionário fica entre
os 24 -32 dias a uma temperatura de 18º-19ºC [45]. Ao contrário do que acontece com Nerophis
lumbriciformis [43], os juvenis são indivíduos completamente formados que já podem habitar a
coluna de água junto ao substrato, como os seus progenitores [45].
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Capítulo 2
Procedimento experimental
Este trabalho foi realizado no Centro de Investigação em Biodiversidade e Recursos Genéticos
(CIBIO), em Vairão em parceria com a Faculdade de Ciências da Universidade do Porto (FCUP)
e com a Cooperativa de Ensino Superior, Politécnico e Universitário (CESPU).
O principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliação da possibilidade da existência de
alocação diferencial de recursos nos oócitos, consoante o tamanho do animal, uma vez que esta
caraterística é vista como um indicador da sua qualidade intrínseca [46, 47]. Para tal, e tendo
em conta a observação de um hipotético mecanismo de compensação reprodutiva numa espécie de
marinha (Syngnathus typhle) [15], foi selecionada a família Syngnathidae como modelo experimen-
tal, um grupo de animais que apresenta uma fascinante série de adaptações relacionadas com a
reprodução, nomeadamente gravidez masculina [20]. Tendo em conta a diversidade e complexidade
das estruturas de incubação, diretamente relacionadas com a própria filogenia da família [18], será
expectável que consoante o tipo de marsúpio, também o tipo de alocação de recursos possa sofrer
alteração. Para avaliar que tipo de efeitos se registam na alocação de recursos, dependente da
complexidade das estruturas incubadoras, recorreu-se ao estudo de oócitos de Nerophis lumbri-
ciformis, em que o macho mantém os ovos aderidos ao corpo com uma substância mucosa, sem
qualquer estrutura protetora externa, e oócitos de Syngnathus abaster em que o macho possui um
marsúpio totalmente fechado.
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2.1 Recolha e manutenção dos espécimens
Para a obtenção de ovos e oócitos para estudar a alocação diferencial de recursos, foram utili-
zados espécimens pertencentes à espécie Nerophis lumbriciformis. Os indivíduos foram recolhidos
na zona do intertidal rochoso, entre a cintura de algas castanhas e vermelhas, em Viana do Castelo
(41º 70’N; 8º 85’W). As capturas foram realizadas manualmente, sem o auxílio de redes, levan-
tando cuidadosamente rochas soltas, em períodos de baixa-mar em que a altura do nível das águas
fosse inferior a 0, 5 m.
Tendo em conta as recentes indicações de marcadas diferenças na pressão da seleção sexual,
e consequentemente no tipo de investimento parental, ao longo da distribuição de Nerophis lum-
briciformis [48], tivemos acesso a um macho grávido e respetiva postura proveniente da Escócia,
que corresponde ao extremo norte da distribuição desta espécie. Os indivíduos foram recolhidos
na zona do intertidal rochoso, logo abaixo da cintura de Fucus serratus, de uma praia rochosa em
Peterhead (57º 30’N; 1º 47’W). O método de recolha dos exemplares foi similar ao processo já
descrito para a recolha de indivíduos em Viana do Castelo.
Durante este estudo, também foram usados seis exemplares de fêmeas de Syngnathus abaster,
para obtenção de oócitos provenientes de uma espécie com um marsúpio mais complexo. As fêmeas
foram recolhidas num tanque de água salgada, destinado para aquacultura, na Ria de Aveiro
(40º45´N; 8º40´W), através do uso de uma rede de arrasto. Como Syngnathus abaster é uma
espécie que migra para zonas estuarinas para se reproduzir, quando a temperatura aumenta [49],
estes só podem ser recolhidos nos meses mais quentes. No caso da nossa amostragem, esta decorreu
entre Julho e Agosto de 2012.
Após recolha, os indivíduos da espécie Nerophis lumbriciformis foram transportados, em arcas
térmicas, para os aquários localizados no CIBIO. Os peixes recolhidos foram fotografados, conjun-
tamente com uma régua, para determinação do seu tamanho corporal, e distribuídos por aquários
de 9,5 L num sistema de fluxo contínuo fechado, com água salgada artificial [com uma salinidade
de 33‰ (m/v), e uma temperatura média de 15± 1 ºC]. O correto teor de oxigénio foi garantido
pela passagem da água por diversas estruturas fora dos aquários. A oxigenação da água tornou-se
importante não só para garantir a boa qualidade da água mas também para evitar a chamada
“doença das bolhas gasosas” muito comum em syngnatídeos, que envolve o aparecimento de vesí-
culas gasosas logo abaixo do tegumento do peixe e que impede a sua normal distribuição vertical,
comummente junto ao substrato [41,50]. Com o auxílio de filtros físicos, carvão ativado, leito flui-
dizado e radiação ultra-violeta, foi garantida a qualidade química e biológica da água, regulando
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Figura 2.1: Sistema de aquários utilizados para a manutenção dos espécimens em estudo.
assim os níveis de nitrito, nitrato, amónia e pH. Aos aquários foram adicionadas plantas artificiais
para simular o habitat natural e permitir alguns locais de refúgio aos indivíduos em estudo. Todo
o sistema de aquários (Aquaneering incorporated) utilizado durante este estudo pode ser obser-
vado na Figura 2.1. Diariamente, a alimentação dos indivíduos em estudo consistiu em naúplios
de Artemia e Artemia com cerca de 5 dias de idade alimentada com uma mistura enriquecida de
Tetraselmis suecica.
Os exemplares de Nerophis lumbriciformis foram distribuídos por vários pares, envolvendo
indivíduos de diferentes dimensões, uma vez que o tamanho afeta as escolhas comportamentais
[46, 47] [51, 52]. Desses pares foram recolhidas várias informações: tempo entre posturas soltas e
gravidez, e o número e diâmetro de ovos ou oócitos.
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2.1.1 Caraterização da amostra em estudo
Durante os ensaios experimentais foram utilizados oitenta e três espécimens de Nerophis lum-
briciformis, provenientes de Viana de Castelo. O tamanho dos machos variou entre os 14, 01 e os
9, 63 cm com um valor médio (±desvio padrão) de 12, 04 cm (±0, 7). Já nas fêmeas, como previsto
devido ao dimorfismo sexual presente nesta espécie [16], a média de tamanhos subiu para os 12, 50
cm (±0, 9). A maior fêmea em estudo possuía 13,92 cm e, no extremo oposto, a menor 10,76 cm.
O número de oócitos e ovos provenientes de Nerophis lumbriciformis foi reduzido devido ao
número limitado de exemplares presentes na população amostrada e ao fato de a reprodução em
cativeiro ser extremamente difícil.
As fêmeas de Syngnathus abaster, utilizadas para obtenção de oócitos, tinham como compri-
mento médio 8, 93 cm (±1, 25). A maior fêmea em estudo apresentava um comprimento de 10,2
cm e a menor 7,28 cm.
2.1.2 Recolha de conjuntos de ovos ou oócitos
Aquando da formação dos oócitos, são transferidos para o seu interior uma série de compostos,
nomeadamente proteínas e lípidos, entre outros [26, 31, 34]. De todo o conjunto de substâncias
transferidas, o estudo do conteúdo proteico tem sido apontado como um bom indicador da quali-
dade dos ovos [34] e por isso, neste trabalho, foi importante perceber que alterações ocorrem desde
o estadio final de maturação dos oócitos até aos primeiros estadios de desenvolvimento embrio-
nário, já no corpo do pai. Para tal, existem basicamente três situações onde podemos encontrar
dados para verificar a dinâmica da alocação de recursos: nos oócitos maduros presentes nos ová-
rios da fêmea (1), que apresentam uma dimensão e forma semelhantes aos ovos [28,29], quando as
fêmeas libertam oócitos maturos e hidratados (2) visto que só são capazes de retê-los durante um
determinado intervalo de tempo e ovos recolhidos da zona incubadora do macho após fecundação
(3) [20].
1) Oócitos maduros
Os oócitos maturos encontravam-se numa fase em que todo o conteúdo proteico proveniente da
fêmea, de acordo com a informação disponível referente ao processo de oogénese em teleósteos, já
se encontraria no interior do oócito [26,27,34]. A concentração e tipo de proteína encontrada neste
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estado indiciam o estado inicial de um oócito, onde uma hipotética influência paternal será muito
reduzida ou mesmo inexistente, sendo este o ponto de comparação para os outros tipos de amostra
disponível (2 e 3). O conjunto de oócitos maturos foi obtido diretamente a partir dos ovários
de fêmeas com diferentes tamanhos. Para tal as fêmeas foram anestesiadas com uma solução de
óleo de cravinho (10,0 ppm), para evitar o seu sofrimento e, após diminuição visível dos níveis de
atividade das mesmas, procedeu-se à sua decapitação. Os ovários foram retirados e colocados em
etanol a 96 %, para garantir a sua desidratação e aumentar a resistência dos oócitos, facilitando a
sua manipulação. Posteriormente retirou-se o tecido do ovário sendo apenas recolhidos os oócitos
maturos, sob uma lupa binocular e com o auxílio de duas agulhas de disseção.
Este processo aplicou-se para obtenção de oócitos de Nerophis lumbriciformis e Syngnathus
abaster.
2) Postura perdida
Após a hidratação final dos oócitos, que ocorre devido à interação com outras fêmeas e/ou com
machos, estes estão prontos a ser transferidos para o macho. Porém, as fêmeas só retêm estes
oócitos durante um determinado intervalo de tempo. Após essa janela temporal, a fêmea liberta
toda a postura para o meio. Sempre que visualizadas posturas perdidas, com um intervalo de
tempo fora do corpo da fêmea inferior a 24h, estas foram recolhidas, fotografadas para medição do
diâmetro dos oócitos e transferidas para um eppendorf com etanol a 96% onde permaneceram até
posterior análise.
3) Ovos
Durante o ritual de acasalamento de Nerophis lumbriciformis, é a fêmea que corteja o macho.
Quando a fêmea é bem sucedida ela transfere os oócitos para o macho, que os fertiliza, e o ritual
termina num abraço em que o macho se enrola sob o corpo da fêmea [53]. Após o fim do ritual
de corte e acasalamento temos então disponíveis ovos que se encontram no início do processo de
embriogénese, potencialmente já sob influência paterna.
A gravidez do macho comprovou-se aquando da visualização deste com ovos aderidos à zona
abdominal (Figura 2.2), e onde o epitélio paternal se adaptou a cada um dos ovos recebidos
[20, 40, 41, 53]. Sempre que identificada uma nova gravidez, o macho e respetiva postura foram
fotografados, conjuntamente com uma régua, para posterior medição do diâmetro dos ovos. Como
não há qualquer estrutura externa para proteger os ovos, em Nerophis lumbriciformis, com o au-
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Figura 2.2: Macho de Nerophis lumbriciformis “grávido”, onde são visíveis ovos fecundados aderidos
à sua zona abdominal.
xílio de uma lâmina de bisturi, bastou pressionar a lâmina antes do início da postura e lentamente
levantar os ovos que se foram desprendendo do corpo do macho. Após recolha, os ovos perma-
neceram armazenados em etanol a 96%, até posterior análise bioquímica. Para que fosse possível
comparar os resultados provenientes dos conjuntos de ovos e oócitos libertados foi estipulado que
todos os aquários fossem inspecionados com intervalos inferiores a 24 horas de modo a garantir
sempre as mesmas condições.
2.2 Análise bioquímica
2.2.1 Preparação de extratos de ovos ou oócitos de Nerophis lumbrici-
formis e Syngnathus abaster para quantificação do teor proteico
Com o intuito de obter um maior rendimento proteico procedeu-se à homogeneização dos ovos e
dos oócitos recorrendo a vários tipos de solventes e de detergentes. Nesta etapa, para que ocorresse
a solubilização das proteínas, foi preciso primeiro romper as membranas que rodeavam os ovos e/ou
oócitos e para tal recorreu-se tanto à força mecânica, através de um homogeneizador, como ao uso
de detergentes.
Assim para otimizar o processo de solubilização das proteínas e mantendo constante o número
de ovos e a velocidade de centrifugação, foram testados vários solventes: NaHO a 0,5 M, Tris-NaCl
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(pH 7,8), Tampão de 0,5 mM de fosfato e Triton a 0,1%, Tampão de Tris 0,5 M (pH 6,8), Tampão
de Tris 0,5 M (pH 6,8) e Triton a 0,1%, Tris-NaCl (pH 7,8) com Triton a 0,1%, Tampão Tris 0,5
M (pH 6,8) e 50 µl de solução de SDS a 10%. Após a realização dos diversos ensaios, a solução
de extração que permitiu uma maior eficácia em termos proteicos consistiu em 300 µL de tampão
Tris (pH 6,8) e 50 µL de SDS a 10%. A utilização do SDS como detergente, conjuntamente com a
ação mecânica exercida pelo homogeneizador, otimizou a rutura das membranas dos oócitos e dos
ovos, e por isso aumentou a taxa de eficiência da solubilização das proteínas.
Com o objetivo de separar as proteínas dos constituintes celulares mais densos procedeu-se à
centrifugação dos homogeneizados. Na bibliografia [54–57] são sugeridas velocidades de centrifu-
gação que oscila entre os 4 000 rpm (1 520 g) e os 10 300 rpm (10 082 g).
Para testar a eficiência das diferentes velocidades de centrifugação foram preparadas 3 amostras
em que se homogeneizou o conteúdo dos ovos numa solução constituída por 300 µl de Tampão Tris
de 0,5 M (pH 6,8) e 50 µL de SDS a 10%. Cada um dos homogeneizados obtidos foi submetido a
diferentes velocidades de centrifugação: 4 500 rpm (1 924 g), 5 000 rpm (2 376 g) e 10 000 rpm (9
503 g). Ao testar a velocidade de 10 000 rpm foi possível verificar que existiam vários fragmentos
que se depositavam e que poderiam ter um papel importante para compreender a composição da
amostra. A 4 500 rpm foi necessário recorrer a uma segunda centrifugação para obtenção de uma
separação clara entre sobrenadante e o “pellet”. Adotou-se, então, uma velocidade de 5 000 rpm
como sendo a mais eficaz para uma boa centrifugação no caso das nossas amostras.
Dos procedimentos experimentais testados, aquele que nos permitiu um maior rendimento
proteico e que foi adotado para todas as análises efetuadas, consistiu: 1)remoção do etanol das
amostras recolhidas, vertendo o conteúdo de um eppendorf numa folha de papel; 2) seleção de
25 ovos ou oócitos que foram homogeneizados utilizando um potter de teflon, num tampão de
lise contendo Tris 0,5 M e 50 µL SDS 10% (pH 6,8); 3) transferência do homogeneizado para um
eppendorf seguido de uma centrifugação (Haerius Labrofuga 400 r) a 5 000 rpm (2 376 g) durante
5 minutos, à temperatura ambiente; 4) rejeição do “pellet” e o sobrenadante obtido foi guardado,
devidamente identificado, a -20ºC, para posterior análise.
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2.2.2 Doseamento da proteína total
Foi necessário determinar a concentração de proteína inicial presente nos oócitos e nos ovos,
pois precisávamos de saber se existia ou não proteína para ser analisada visto que teoricamente
a quantidade de proteína é baixa e, também, a informação disponível sobre o tamanho e tipo de
proteínas presentes nos oócitos e/ou ovos de Nerophis lumbriciformis inexistente.
Classicamente, existem, entre outros, dois métodos colorimétricos que se baseiam na ligação de
diferentes corantes às ligações peptídicas e que são amplamente utilizados no que toca à quantifi-
cação de proteínas: o método de Bradford [15,58–61] e o método de Biureto [62–64].
O método de Bradford implica a ligação do corante Coomassie Brilliant Blue G-250 às ligações
peptídicas [65]. O método do Biureto [66], baseia-se na reação das ligações peptídicas com o
reagente de Biureto [constituído por tartarato de sódio e de potássio (KNaC4H4O6 • 4H2O)].
De uma forma geral, ambos os métodos são rápidos e baratos. Contudo, também apresentam
algumas limitações como o fato de não reagirem de forma constante a todas as ligações peptídica
e, para além disso, o seu limite de deteção ser alto, fazendo que proteínas de baixo peso molecular
possam não ser quantificadas [67].
De modo a perceber se estes métodos podiam ser utilizados para análise de ovos/oócitos de
syngnatídeos, nos homogeneizados obtidos, foi feito o doseamento das proteínas totais através do
método de Biureto. Neste caso, às amostras foram adicionados 2,00 mL de reagente de Biureto
[e após aproximadamente 10 minutos de reação no escuro, leu-se a absorvência a 540 nm num
espectrofotómetro (Shimadzu uv-2100)]. Simultaneamente, foi efetuada uma curva de calibração
com padrões de BSA (albumina sérica bovina), cujas concentrações variaram entre 0,0 e 4,0 µg/µL.
2.2.3 Separação das proteínas por eletroforese monodimensional
Mais que quantificar exatamente a quantidade de proteína presente importa, no nosso estudo,
comparar as flutuações do teor de proteína consoante o tipo de amostra, e a forma como se
distribuem pelos diferentes pesos moleculares (perfil proteico). Para estudar o perfil proteico
da composição das diferentes amostras recorreu-se à eletroforese monodimensional em condições
desnaturantes que permite separar as diferentes proteínas consoante o seu peso molecular. Neste
trabalho experimental, após a determinação do teor proteico no sobrenadante, os extratos foram
diluídos numa proporção de 3:2 com o tampão de redução (1% de mercaptoetanol, 4% SDS, 0,5M
Tris (pH 6,8), 20% Glicerol (Sigma) e 0,2% azul bromofenol (Sigma)). Ferveram-se as amostras
durante 5 minutos.
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Figura 2.3: a) gel em que a mesma amostra foi aplicada com diferentes volumes em µl; b) gel em
que amostras foram aplicadas (com diferentes volumes) para que quantidade de proteína injetada
fosse de 50µg.
Comummente [55, 56], após medição da quantidade de proteína total (através do método de
Biureto), as amostras a aplicar no gel são calibradas de forma a estandardizar a quantidade apli-
cada. Com a proteína quantificada, foram realizados os cálculos necessários para a aplicação de
uma quantidade de 50,0 µg por poço (Figura 2.3), que deveria originar uma intensidade total
das bandas semelhante. Ao observar a Figura 2.3, facilmente constatamos que a intensidade glo-
bal das linhas diferiu, o que indicou que o método de quantificação proteica produz dados não
absolutamente fidedignos.
Tendo em conta as limitações discutidas dos métodos de quantificação, optou-se pela aplicação
de um volume constante da amostra. O volume ideal a aplicar em cada poço também foi testado,
entre 2,5 e 15,0 µL (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,0; 15,0). Aquando da aplicação de 15 µL (Figura
2.3) foi possível verificar uma saturação da proteína que provocou o aparecimento de um borrão
contínuo que impedia a deteção de bandas adjacentes. Para volumes mais pequenos foi difícil
identificar todas as bandas. Selecionou-se, de entre os os valores intermédios, o volume de 10,0 µl
que permitia uma correta deteção de todas as bandas e simultaneamente, evitando desperdícios
de amostra, impedia o overflow dos poços.
Assim, com a uniformização do volume, para além de ser possível a visualização da distribuição
da proteína de acordo com o peso molecular, conseguimos igualmente inferir qual o teor proteico
total uma vez que a intensidade global das bandas é proporcional à quantidade de proteína. Simul-
taneamente à aplicação das amostras foi, também, aplicado o padrão de peso molecular Precision
Plus Protein Standarts (BioRad) composto por uma mistura de 10 proteínas com pesos moleculares
conhecidos, variando entre os 10-250 kDa, com uma concentração total de 1,5 mg /mL .
A composição dos géis foi elaborada de acordo com Laemmli [68]. O “stacking” gel foi cons-
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tituído por 4% de acrilamida-bis acrilamida (BioRad) (50:1), 70 mM de Tris (pH 6,8), e 0,4% de
SDS. Para a elaboração do “running” gel, adicionou-se 10% de acrilamida-bis acrilamida (50:1)
(BioRad), 0,2 M de Tris (pH 8,8), e 0,4% de SDS. Com o intuito de iniciar a polimerização dos
géis, adicionou-se 0,05% de N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) (Sigma) e 0,1% de per-
sulfato de amónio (APS) (Sigma). A corrida decorreu numa tina de eletroforese para minigéis
(Biorad mini-Protean III), a uma voltagem constante de 150V, e com uma duração aproximada de
1 hora. Dentro da tina de eletroforese colocou-se o tampão de corrida (0,1 M Tris, 150 mM glicina
e 0,1% SDS). Terminada a corrida, os géis foram corados com o método de Commassie Brilliant
Blue R-250 [69] mergulhando os géis em solução corante durante 1 hora, seguido por uma imersão
em solução descorante durante 45 min.
A principal lipoproteína que é fornecida aos oócitos durante a sua formação é a vitelogenina.
Esta, ao longo do processo de maturação dos oócitos e do processo de embriogénese, vai sofrendo
sucessivas clivagens originado diferentes polipéptidos, cujo peso molecular varia entre 180 kDa
[70] [54, 71] e os 30 kDa. No entanto o tamanho especifico destes polipéptidos varia consoante as
espécies [72]. Neste trabalho foi analisado o intervalo entre 30 e 240 kDa.
Para este método de quantificação com base nas intensidades, adotou-se o procedimento expli-
citado em seguida: após obtenção dos diferentes géis provenientes de eletroforese, procedimento
descrito na secção 2.2.3, estes foram digitalizados e foi ajustado o seu brilho e contraste de modo
a que todos os padrões se assemelhassem, visto que foi difícil garantir exatamente as mesmas
condições em todas as corridas.
Com o auxílio do software ImageJ, cada linha dos géis (que correspondeu a uma amostra
diferente) foi selecionada. De seguida, recorrendo à função “Plot Line”, o programa mediu a
intensidade associada a cada linha originando um gráfico, distância (equivalente ao peso molecular)
vs intensidade, onde valores mais altos de intensidade corresponderam à presença de uma banda
bem definida na linha em estudo. A partir destes gráficos foi possível medir a área associada a
cada banda (que correspondeu, portanto, a um pico). Com o auxílio do padrão de peso molecular
foi possível calcular o peso molecular de cada banda, comparando o peso das bandas do padrão
com a distância migrada desde o interface entre o gel de “stacking” e gel de “running”.
Com este método também podemos fazer uma quantificação parcial do teor proteico. Como
temos a aplicação de um padrão em que sabemos exatamente a quantidade de proteína aplicada,
e sabemos a quantidade associada a cada pico (ver Figura 2.4; a intensidade dos picos foi aproxi-
madamente a mesma, logo a quantidade de proteína também o seria), podemos de forma indireta
determinar a quantidade de proteína presente na amostra em estudo. Esta quantificação depois
foi comparada com os valores calculados através do método de Biureto.
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Figura 2.4: Leitura da intensidade e distribuição da proteína do padrão do peso molecular. A
linha salienta a uniformidade na intensidade das proteínas dos vários pesos moleculares do padrão
proteico utilizado.
2.3 Tratamento estatístico
Após toda a informação recolhida foi necessário a aplicação de um tratamento estatístico adequado,
para que possíveis diferenças e/ou semelhanças entre amostras pudessem ser comprovadas. Com o
auxilio do Statistica 10 recorreu-se ao cálculo do coeficiente de Spearman para avaliar de que forma
se correlacionavam os diferentes perfis proteicos das amostras. As regressões lineares, que utilizam
a relação entre duas ou mais variáveis de forma a que uma variável pudesse ser predita a partir
da outra, foram utilizadas para relacionar a quantidade de proteína calculada através do método
de Biureto e do método das intensidades, a relação entre diâmetros dos ovos e oócitos em função
do tamanho da fêmea e por fim para determinar de que forma o conteúdo proteico dos oócitos ou
ovos variou com tamanho da fêmea e/ou macho. Por fim recorreu-se ao teste não paramétrico de
Mann-Whitney para avaliar as diferenças entre oócitos e ovos no que toca ao diâmetro e quantidade
de proteína, e para avaliar qual o efeito de uma possível segunda gravidez ou postura perdida no
diâmetro e número de ovos e oócitos transferidos.
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Capítulo 3
Resultados experimentais
Com o intuito de comprovar a possibilidade de alocação diferencial de proteínas em oócitos e
ovos consoante o tamanho dos indivíduos em Nerophis lumbriciformis, e em oócitos provenientes de
Syngnathus abaster, foram recolhidas várias informações: intervalo temporal entre postura perdida
e/ou gravidez, ordem de acontecimentos, relação entre diâmetro dos ovos e oócitos e tamanho
dos progenitores em Nerophis lumbriciformis (Viana de Castelo). Também foram determinados o
perfil proteico, os pesos moleculares das proteínas mais abundantes, e a relação entre teor proteico
de ovos e oócitos e tamanho dos progenitores, para Syngnathus abaster e Nerophis lumbriciformis
provenientes de diferentes localizações geográficas.
3.1 Análise dos dados obtidos pelas informações recolhidas
Dos 32 casais de Nerophis lumbriciformis mantidos em cativeiro, o número de episódios de
gravidezes ou posturas perdidas, independentemente do tamanho dos indivíduos, foi de 1, 2(±1, 1).
Quando o mesmo casal originou pelo menos dois episódios consecutivos, foi calculado o intervalo
de tempo médio (± desvio padrão) desde a junção dos pares até que entre eles ocorresse gravidez
e/ou libertação de ovos pela primeira vez (a), sendo esse valor de 32, 01dias (±28, 5) (Tabela
3.1). Quando se calculou o tempo médio entre acontecimentos consecutivos (b), 32, 10dias(±35, 6),
apesar de calculado para um menor número de casos, (N = 14), não foram detetadas diferenças
(χ2 = 12, 63E−5;DF = 1; P = 0, 99; valor esperado de 32,05, calculado através da média dos
intervalos temporais).
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Valor médio (dias) N Máximo (dias) Mínimo (dias) Desvio padrão (dias)
Tempo (a) 32,01 23 143,00 5,00 28,51
Tempo (b) 32,10 14 124,00 2,00 35,63
Tabela 3.1: Valor médio do intervalo de tempo entre junção de casais de Nerophis lumbriciformis
e primeira gravidez ou postura perdida (a) e do intervalo de tempo entre episódios consecutivos
(b). Também são apresentados os valores máximos, mínimos e os desvios padrões.
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Figura 3.1: Diâmetro e número de ovos de Nerophis lumbriciformis transferidos para o macho,
consoante a ordem de acontecimento associado (a-primeira gravidez; b-segunda gravidez)
Scobell [73] defende que, consoante a ordem do acontecimento, a qualidade dos oócitos e/ou
ovos pode ser variável visto que há variação do potencial reprodutivo. Analisando os diferentes
acontecimentos, consoante a ordem (a -primeira gravidez ou postura; b -segunda gravidez ou
postura), não foi possível verificar nenhuma diferença significativa entre esta e o diâmetro dos
ovos [x¯a = 0, 14cm (±0, 04); x¯b = 0, 14cm (±0, 07); Mann-Whitney: U = 33, 50; P = 0, 85;
Na = 10; Nb = 8] nem com o número de ovos [x¯a = 37, 28ovos (±5, 95); x¯b = 36, 00ovos (±7, 13);
Mann-Whitney: U = 36, 00; P = 0, 74; Na = 10;Nb = 8] (Figura 3.1). Para oócitos, a diferença
entre ordem e diâmetro foi também calculada [x¯a = 0, 10 cm (±0, 02); x¯b = 0, 10 cm (±0, 03);
Mann-Whitney: U = 29, 00; P = 0, 96; Na = 11; Nb = 5] assim como a diferença entre a ordem
e o número de oócitos [x¯a = 18, 80 ovos (±7, 91); x¯b = 26, 38 ovos (±7, 77); Mann-Whitney:
U = 16, 00; P = 0, 12; P = 0, 96; Na = 12; Nb = 5], não sendo comprovada nenhuma diferença
significativa entre estas variáveis (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Diâmetro e número de oócitos libertados pelas fêmeas de Nerophis lumbriciformis,
consoante a ordem de acontecimento associado (a - primeira postura perdida; b - segunda postura
perdida)
Ao avaliar o diâmetro dos oócitos e dos ovos pudemos verificar uma diferença entre o tamanho
de oócitos libertados pela fêmea e ovos que foram transferidos com sucesso para o macho (Mann-
Whitney: U = 68, 50; P < 0, 001). Os ovos que foram transferidos para os machos apresentaram
valores médios de diâmetro de 0,14cm (±0, 04) enquanto que o diâmetro dos oócitos libertados
pelas fêmeas mediam 0,10 cm (±0, 02) (Figura 3.3).
A concentração de proteína calculada, através do método Biureto para as gravidezes foi sig-
nificativamente menor que a calculada para as posturas perdidas (Mann-Whitney: U = 37, 50;
P < 0, 001).
A relação entre o tamanho dos syngnatídeos e a sua qualidade intrínseca tem sido descrita para
várias espécies [47,74]. Em Nerophis lumbriciformis, no entanto, não foi detetada uma correlação
significativa entre comprimento das fêmeas e tamanho dos ovos (R = 0, 02 e P = 0, 93, equação:
y = −0, 00054x + 0, 1459) (Figura 3.4), dados coincidentes com a bibliografia disponível [48].
Conseguimos juntar a estes as informações obtidas para oócitos, e confirmamos, pela primeira vez,
a não relação entre o diâmetro dos oócitos e tamanho das fêmeas (R = 0, 11 e P = 0, 67; equação
y = −0, 0029x+ 0, 13) (Figura 3.4) .
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Figura 3.3: Diâmetro e quantidade de proteína de oócitos (posturas perdidas) e ovos (gravidez) de
Nerophis lumbriciformis
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Figura 3.4: Relação entre o tamanho das fêmeas de Nerophis lumbriciformis e o diâmetro dos ovos
(y=-0,00054x+0,15; R = 0, 02 e P = 0, 93) e oócitos ( y=-0,0029x+0,1342; R = 0, 11 e P = 0, 67)
.
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3.2 Análise dos perfis proteicos
O estudo da distribuição das proteínas pelos diferentes pesos moleculares foi realizado para
verificar se esta se alterava consoante os diferentes estadios, as diferenças entre o tamanho dos
indivíduos, a complexidade do marsúpio e a distribuição geográfica. Para efetuar esta medição
recorreu-se à eletroforese, onde se aplicou o mesmo volume das diferentes amostras de modo a
que a uma intensidade superior correspondesse a um maior teor em proteína. Todos os gráficos
foram corrigidos de modo que a sua origem correspondesse à média das intensidades máximas dos
padrões.
3.2.1 Nerophis lumbriciformis (Portugal)
Oócitos de Nerophis lumbriciformis
Esta análise baseou-se na recolha direta de oócitos dos ovários de quatro fêmeas com diferentes
tamanhos (Figura 3.5). Visualmente os gráficos sugeriram a presença das mesmas proteínas para
as diferentes fêmeas, visto que os picos surgiram nos mesmos pesos moleculares. Esta fato con-
feriu uma similaridade aparente entre os perfis. Para verificar esta indicação foram calculados os
coeficientes de Spearman. Os coeficientes calculados foram sempre significativos e variaram entre
0,3 e 0,8. A fêmea que apresentou uma menor correlação com todas as outras foi aquela de menor
tamanho, com 10,6 cm.
Estes perfis apresentaram três picos acentuados: o mais pesado com um valor médio 94,8 kDa,
um segundo conjunto de picos com 69,7kDa e um outro a rondar os 57,4 kDa.
Posturas perdidas
Na Figura 3.6 estão representados os perfis proteicos associados às posturas perdidas. As fêmeas
de diversos tamanhos foram ordenadas por ordem crescente do seu tamanho: L1 correspondeu à
fêmea de menor comprimento (10,79 cm) e a L5 a de maior (13,16 cm). Estes perfis proteicos,
quando comparados com os oócitos, permitiram verificar um adianto nos picos ou seja, nos oócitos
que completaram toda a sua maturação e sofreram hidratação, a banda com maior peso molecular
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Figura 3.5: Representação do perfil proteico em função dos diferentes pesos moleculares, para
oócitos retirados diretamente dos ovários de fêmeas de Nerophis lumbriciformis(N1: 10,79cm; N2:
11,20cm; N3: 12,22cm; N4: 12,58cm) com uma intensidade à qual se retirou a média dos valores
máximos dos padrões. A localização dos principais picos de proteína está assinalada com bandas
verticais.
3.2. ANÁLISE DOS PERFIS PROTEICOS 31
-60
-40
-20
0
20
40
60
In
te
ns
id
ad
e
re
la
tiv
a
-60
-40
-20
0
20
40
60
30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Peso Molecular (KDa)
L1
L2
L3
L4
L5
Figura 3.6: Perfil proteico em função do peso molecular para posturas perdidas de Nerophis lum-
briciformis (L1: 10,79cm; L2: 11,09cm; L3: 11,67cm; L4: 12,77cm ; L5: 13,10 cm) com uma
intensidade à qual se retirou a média dos valores máximos dos padrões. A localização dos princi-
pais picos de proteína está assinalada com bandas verticais.
detetado desceu para 83,9 kDa. O segundo pico abrangeu o intervalo entre 53-62 kDa e o pico de
mais baixo peso molecular deslocou-se para os 35,4 kDa.
Os perfis da distribuição de proteínas foram visualmente similares, fato confirmado pela ob-
tenção de correlações significativas entre todos os perfis dos diferentes indivíduos (coeficiente de
correlação de Spearman).
Ovos de Nerophis lumbriciformis (Portugal)
Ao analisar os perfis associados às diferentes gravidezes, pudemos verificar que, comparativa-
mente aos oócitos e às posturas perdidas, surgiu uma diminuição dos picos associados às bandas
mais pesadas. A intensidade destes perfis (Figura 3.7) ficou, na sua maioria, abaixo da intensi-
dade dos perfis associados às posturas perdidas. Relativamente aos picos associados a estes perfis
pudemos observar que o pico de maior peso molecular, para além de um ligeiro deslocamento para
pesos mais leves (81,9 kDa), teve a sua intensidade drasticamente reduzida, para além de uma
redução na sua definição. O pico associado ao segundo maior peso molecular também sofreu uma
diminuição no seu peso para os 58,9 kDa. O terceiro pico comum, tanto para os oócitos como para
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Figura 3.7: Perfil proteico de ovos provenientes de gravidezes de Nerophis lumbriciformis em
função do peso molecular (P1: 10,79cm; P2: 11,10cm; P3: 11,67cm; P4: 12,86cm; P5: 13,30cm;
P6: 13,46cm; P7: 13,80cm), com uma intensidade à qual se retirou a média dos valores máximos
dos padrões. A localização dos principais picos de proteína está assinalada com bandas verticais.
as posturas perdidas, não foi observado.
Todos os perfis proteicos demonstraram uma correlação positiva (com exceção de P7 e P3, que
apresentaram uma correlação negativa entre eles, e P7 e P1, que não se correlacionaram ).
Para determinar se o período de recolha estipulado afetou significativamente o comportamento
demonstrado pelos perfis proteicos, visto que os ovos estão já sob o efeito paternal e sob o efeito
do embrião, foi feita um recolha parcial de ovos do mesmo macho com um intervalo de 24h (Figura
3.8). Também nesta análise a semelhança visual foi reforçada por um valor de coeficiente de
Spearman significativo e igual a 0,90.
3.2.2 Ovos de Nerophis lumbriciformis (Escócia)
Para estudar a diferença na alocação de recursos entre populações que habitam extremos da dis-
tribuição geográfica de Nerophis lumbriciformis, utilizamos uma postura recolhida de um macho
encontrado grávido (Figura 3.9). Comparando os picos das diferentes bandas foi verificado que as
duas principais proteínas presentes nos ovos do indivíduo proveniente da Escócia coincidiam com
as bandas associadas aos dois picos mais pesados nos espécimens portugueses.
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Figura 3.8: Perfil proteico em função do peso molecular para gravidezes com um intervalo de tempo
de 24 h (P 24-primeira recolha e P 48 -segunda recolha, após 24h), com uma intensidade à qual se
retirou a média dos valores máximos dos padrões.
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Figura 3.9: Perfil do conteúdo proteico dos ovos de Nerophis lumbriciformis proveniente da Escócia
em função do peso molecular com uma intensidade à qual se retirou o valor médio da intensidade
máxima dos padrões.
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Figura 3.10: Perfil do conteúdo proteico de oócitos provenientes de fêmeas Syngnathus abaster
(LS1: 7,28cm; LS2: 7,99cm; LS3: 9,30 cm;LS4: 9,89cm; LS5: 10,20cm) com uma intensidade à
qual se retirou a média dos valores máximos dos padrões. A localização dos principais picos de
proteína está assinalada com bandas verticais.
3.2.3 Oócitos de Syngnathus abaster
Relativamente aos oócitos provenientes dos ovários das fêmeas de Syngnathus abaster, analisando
a Figura 3.10, o pico associado ao polipéptido mais pesado ocupou um intervalo entre os 86 e
107 kDa e o pico associado ao segundo maior peso molecular ficou nos 77,9 kDa. O terceiro pico
rondou os 64,8 kDa. Neste conjunto, ao contrário do que aconteceu para amostras provenientes de
Nerophis lumbriciformis, surgiu uma quarta banda, para a maioria dos oócitos, entre os 35,4 e os
44,2 kDa. Comparando o valor dos picos descritos pelos perfis proteicos nos Syngnathus abaster
denotou-se um atraso nos valores de peso molecular de todos os picos quando comparados com os
valores encontrados para Nerophis lumbriciformis.
3.3 Quantificação da proteína
A quantificação de proteína permite inferir acerca da qualidade do ovo, visto que maior qua-
lidade implica maior quantidade de proteína disponível, e ajuda a perceber a possível alocação
de recursos. Na tabela 3.2 compilou-se os dados obtidos pelos dois métodos de quantificação de
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Figura 3.11: Quantidade de proteína de oócitos de Nerophis lumbriciformis em função do compri-
mento da fêmea (y = 10, 98x− 93, 64; R = 0, 93; P = 0, 07).
proteína: o clássico método de Biureto e o método das intensidades. A relação que se estabe-
leceu entre estas duas quantificações foi definida pela equação y = −0, 02x + 34, 22 (R = 0, 27;
P = 0, 31). Apesar de ambos os métodos apresentarem valores correlacionáveis, optou-se pelo uso
do método das intensidades dado o desfasamento observado entre a quantidade de proteína e a
leitura no gel (ver Figura 2.3).
Oócitos de Nerophis lumbriciformis
Apesar de um número pequeno de amostras, ao analisarmos a Figura 3.11 em que se relacionou
a quantidade de proteína presente nos ovos e o tamanho da fêmea, estabeleceu-se uma regressão
com uma equação y = 10, 98x− 93, 64 (R = 0, 93; P = 0, 07). Como o valor de P aproximou-se do
valor 0,05, mesmo com um número de casos baixos (um N maior teria sido o ideal para confirmar
esta relação), consideramos esta relação como marginalmente significativa. Como o declive da
equação associada à regressão foi positivo, houve a indicação que a quantidade de proteína nos
oócitos aumenta com o tamanho da fêmea.
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Tabela 3.2: Quantidade de proteína obtida pelo método do Biureto e método das intensidades
para diferentes amostras de ovos e oócitos de Nerophis lumbriciformis.
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Figura 3.12: Quantidade de proteína (µg) em posturas perdidas de fêmeas de Nerophis lumbrici-
formis em função do seu comprimento (y = −5, 44x+ 97, 72;R = 0, 54; P = 0, 34 ).
Posturas perdidas de Nerophis lumbriciformis
Ao analisar a relação entre quantidade de proteína das posturas perdidas, calculada através
do método das intensidades e o tamanho das fêmeas, não foi possível estabelecer uma correlação
significativa entre estas duas variáveis (R = 0, 54; P = 0, 34; y = −5, 44x + 97, 72) (Figura 3.12).
Tal como observado para o diâmetro dos oócitos, entre os 30 e os 240 kDa não foi possível distinguir,
com base na análise do oócito, a que tipo de fêmea se associou a amostra.
Ovos de Nerophis lumbriciformis (Portugal)
A quantidade de proteína presente nos ovos foi aquela que sofreu maior variação. Em termos de
quantidade de proteína verificou-se uma relação significativa entre o tamanho da fêmea e quanti-
dade de proteína (R = 0, 97; P < 0, 05; y = −0, 1064x + 15, 1020). O efeito dos machos não foi
significativo (R = 0, 42; P = 0, 35; y = −0, 0334x + 13, 3424). Na Figura 3.13 está representada
a quantidade de proteína medida em ovos provenientes de diferentes casais de Nerophis Lumbri-
ciformis em função do tamanho do macho e da fêmea. Tendencialmente, verificou-se uma menor
quantidade de proteína nas fêmeas de maior tamanho. As linhas praticamente verticais denotam
que a influência do macho foi praticamente inexistente. Curiosamente, a redução da quantidade
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de proteína foi mais evidente em fêmeas de maior tamanho (maiores do que 12,5cm).
Ovos de Nerophis lumbriciformis (Escócia)
A quantidade de proteína calculada para a postura recolhida foi de 11,44 µg/ovo, mais baixa que
qualquer valor presente na quantificação protéica de ovos da população portuguesa. Como se
tratou de um valor único, este serviu apenas como um valor indicativo para as possíveis diferenças
entre as populações em situações geográficas diferentes.
Oócitos Syngnathus abaster
Para verificar se o tamanho da fêmea de Syngnathus abaster também influencia a quantidade de
proteína presente nos oócitos, estimou-se a regressão linear entre quantidade de proteína e tamanho
das fêmeas (Figura 3.14). Observou-se uma relação positiva entre estas variáveis, traduzida pela
equação y = 6, 8178x − 43, 641(R = 0, 86; P = 0, 06). Novamente, devido a um baixo número
de indivíduos analisados, o valor de P foi apenas marginalmente significativo. Em termos de
quantidade de proteína, a média do conteúdo proteico dos Nerophis lumbriciformis foi superior à
média calculada para Syngnathus abaster.
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Figura 3.13: Quantidade de proteína (µg) em ovos de Nerophis lumbriciformis em função do
tamanho da fêmea (cm) e do tamanho do macho (cm).
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Figura 3.14: Quantidade de proteína por oócito em função do comprimento da fêmea Syngnathus
abaster (y = 6, 8178x− 43, 641;R = 0, 86; P = 0, 06).
Capítulo 4
Discussão e Conclusões
Existem, potencialmente, diversas estratégias reprodutivas de alocação de recursos que podem
ser adotadas pelos indivíduos consoante a qualidade do seu parceiro: pode não existir alocação
diferencial, alocação diferencial positiva ou alocação diferencial negativa (compensação reprodu-
tiva). Quando não existe alocação diferencial os indivíduos alocam sempre a mesma quantidade
de recursos independentemente da qualidade do seu parceiro. Na alocação diferencial positiva, os
indivíduos avaliam e investem na reprodução com base na qualidade do seu parceiro, e alocam
mais recursos quando acasalam com indivíduos de maior qualidade [4]. Por exemplo, as fêmeas
colocam um maior número de ovos [9] e/ou recursos [8], consoante a maior qualidade do macho.
Na compensação reprodutiva há um maior investimento quando os indivíduos acasalam com par-
ceiros de menor qualidade [12]. Esta hipótese, apesar de menos comum, também já se verificou em
diferentes indivíduos, por exemplo com a alocação de ovos mais pesados [14], ou então alocando
uma maior quantidade de andrógenios nos ovos [13]quando a reprodução aconteceu com machos
de menor qualidade.
Em Syngnathus thyple, foi sugerida a existência de uma estratégia de compensação reprodu-
tiva [15]. Neste estudo selecionaram três grupos de indivíduos: fêmeas grandes, machos pequenos
e machos grandes. Cada fêmea foi acasalada, alternadamente e variando a ordem, com machos
dos diferentes grupos. Para tal, colocaram no mesmo aquário as fêmeas e os machos, impedindo a
sua reprodução durante 12 h, após esse período permitiram a reprodução dos indivíduos até que o
macho possuísse pelo menos 20 ovos. Após este ensaio a fêmea permaneceu no aquário, foi retirado
o primeiro macho e apresentaram-lhe um novo macho. Novamente, foi impedida a reprodução du-
rante um período de 12 h, após o qual não se colocou nenhum entrave ao acasalamento. A partir
deste desenho experimental foram retiradas informações sobre o tempo entre junção e acasala-
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mento com machos grandes e machos pequenos, diâmetro, peso, teor proteico e teor lipídico dos
ovos. Destes resultados, verificaram que, independentemente do tamanho do macho, o tempo de
reprodução entre pares foi o mesmo. Relativamente ao diâmetro, peso e teor lipídico dos ovos a
mesma fêmea forneceu ovos iguais independentemente de acasalar com machos grandes ou com ma-
chos pequenos. Todavia, quando se relacionou o teor proteico dos ovos, verificaram um aumento,
marginalmente significativo, de 11% no conteúdo proteíco dos ovos transferidos para os machos
pequenos. Com base nestes resultados, a interpretação dada foi que as fêmeas ao reproduzirem-se
com machos mais pequenos injetam uma maior quantidade de proteína durante as doze horas em
que estão na presença do macho, para compensarem a baixa qualidade do macho.
A compensação reprodutiva e alocação diferencial positiva são estratégias antagónicas em que
numa há uma maior alocação reforçada nos indivíduos de menor qualidade e na outra a alocação
mais intensa ocorre nos indivíduos de maior qualidade. Todavia, consoante o desenho experimental,
as interpretações dos resultados podem fazer com que sejam confundidas. Tendo por base o
conhecimento do processo de ovogénese, podemos interpretar os mesmos resultados de uma forma
distinta. O que foi interpretado como uma menor quantidade de proteína nos ovos de Syngnathus
thyple pode resultar da transformação dessa mesma proteína em tamanhos mais pequenos visto
que os embriões só são capazes de utilizar péptidos simples ou aminoácidos livres. Como os
aminoácidos e péptidos são possuidores de um baixo peso molecular, a sua deteção poderá não
ter ocorrido porque ficaram a baixo do limite de deteção do método de quantificação de proteínas
utilizado.
O fato de as fêmeas alocarem uma maior quantidade de material proteico, em tão curto espaço
de tempo, contrasta com o conhecimento proveniente do estudo da oogénese em peixes teleós-
teos [26, 27], que indicam que os principais recursos seriam transferidos para o oócito durante a
vitelogénese, e que nas últimas fases de maturação existe uma clivagem acentuada da vitelogenina,
através de enzimas - catepsinas [29,72]. As catepsinas são enzimas especializadas que são capazes
de simplificar a vitelogenina.Existem diferentes tipos de catepsinas que atuam em alturas diferen-
tes do processo de oógenese. Por exemplo a catepsina B e D serão as responsáveis pela clivagem
inicial da vitelogenina em lipovitelina, fosvitina e componente β. Em contrapartida a catepsinas
L será responsável pelo desdobramento da lipovitelina, fosvitina e componente β nas fases finais
de maturação [38].
Para verificar a validade da nossa interpretação recorremos a duas espécies diferentes de syngna-
tídeos: uma com um marsúpio que se aproxima da complexidade da espécie estudada (Syngnathus
abaster) e uma segunda espécie com uma estrutura reprodutora mais simples (Nerophis lumbrici-
formis).
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Figura 4.1: Relação entre pesos moleculares associados aos diferentes picos de lipovitelina de cadeia
pesada, lipovitelina de cadeia leve e fosvitina em Nerophis lumbriciformis.
Ao estudar os perfis proteicos associados aos oócitos (que supostamente já possuiriam todos os
recursos no seu interior [26, 27, 31]), posturas perdidas (oócitos hidratados prontos a serem fecun-
dados) e ovos (oócitos fecundados), pudemos verificar a existência de um deslocamento contínuo
dos picos proteicos para pesos moleculares inferiores, até que nos ovos ocorre o desaparecimento da
banda proteica associada ao menor peso molecular, possivelmente para pesos inferiores a 30 kDa.
Esta relação provou que existe uma clivagem ao longo do processo de maturação dos oócitos que
continua quando os oócitos são fecundados (Figura 4.1). Este deslocamento dos picos proteicos
e o desaparecimento de uma das bandas de proteína durante o início da gravidez permitiu verifi-
car visualmente a forma como a existência de limites nos diferentes métodos pode condicionar a
interpretação dos resultados.
Para além dos perfis proteicos, foi calculado o teor em proteína para os oócitos maduros pro-
venientes dos ovários das fêmeas entre os 30-240 kDa. Neste caso tanto, para Syngnathus abaster
como para Nerophis lumbriciformis, verificou-se uma correlação marginalmente significativa entre
tamanho das fêmeas e quantidade de proteína, indicando que fêmeas maiores produzem oócitos
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com uma maior quantidade de proteína. Maiores quantidades de proteína podem ser indicativas
de melhor qualidade dos oócitos [34,75].
A quantidade de proteína também foi avaliada nas posturas perdidas. Ao determinar a quan-
tidade de proteína presente nos oócitos que já sofreram hidratação foi determinada uma redução
global do teor de proteína quantificada entre 30 e 240 kDa, com principal incidência nas fêmeas
de maior tamanho. Em termos globais deixou de haver uma correlação positiva significativa entre
o tamanho da fêmea e a concentração de proteína. Porém a proteína não poderia desaparecer dos
oócitos visto que não existia embrião e a influência paternal foi inexistente. Na última fase da
oogénese em teleósteos, existe um aumento da clivagem das proteínas para aumentar a pressão
osmótica dentro do oócito, o que poderá provocar a entrada de água (hidratação) [26, 27]. Este
conhecimento, conjuntamente com o de se ter verificado um deslocamento dos picos proteicos para
pesos moleculares mais pequenos, indicou que a proteína não estaria a ser retirada mas sim clivada.
Ou seja, estaria a decorrer um desdobramento dos polipéptidos iniciais em péptidos de menor peso
molecular e aminoácidos. Como uma das principais limitações dos métodos de quantificação [76]
é a dificuldade em detetar as proteínas de baixo peso molecular, o menor teor proteico calculado
poderia corresponder apenas a uma disposição por dimensões que não permitiram a sua quanti-
ficação, ou seja teríamos a mesma quantidade de proteína só que uma maior percentagem desta
estaria distribuída por pesos moleculares inferiores ao limite de deteção.
Quando determinada a proteína quantificada entre 30-240kDa nos ovos verificou-se novamente
uma redução global da quantidade de proteína quantificada. Esta família apresenta uma forma de
reprodução invulgar: a “ gravidez masculina”. As fêmeas transferem os seus oócitos para o corpo do
macho e lá ocorre a fecundação e todo processo de embriogénese [19,20]. Como já foi comprovado
que os pais transferem recursos para os descentes [77], torna-se importante não só avaliar o efeito da
fêmea mas também o potencial efeito do macho em relação à quantidade de proteína disponível. O
efeito paterno, nas alterações da quantidade de proteína, não foi significativo. Porém uma relação
significativa foi verificada entre o tamanho das fêmeas e quantidade de proteína quantificada.
Ao contrário do que aconteceu nos oócitos, verificou-se uma relação inversa entre tamanho das
fêmeas e a quantidade de proteína quantificada (fêmeas maiores menor quantidade de proteína
quantificada).
Esta diferença na quantificação de proteínas nos ovos teve especial notoriedade nas fêmeas com
mais de 12,55 cm, que são fêmeas grandes. Estas fêmeas reproduzem-se durante mais tempo e são
as preferidas pelos machos [48]. Portanto esta redução do teor de proteína quantificada durante os
intervalos de 30 e 240 kDa sugeriu que ocorreu uma clivagem mais rápida nas fêmeas grandes, tendo
novamente por base os resultados obtidos para os oócitos (fêmeas maiores, maior quantidade de
proteína) e o deslocamento contínuo dos picos proteicos. O macho ao reproduzir-se com fêmeas de
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maiores dimensões para além de receber ovos com maior teor proteico, recebe ovos que apresentam
um conteúdo em que a proteína esta numa forma mais disponível para as necessidades do embrião.
Toda esta informação reforçou a interpretação de que a diminuição registada na quantidade de
proteína dos ovos pode ter sido sinal apenas da sua transformação em proteínas com pesos mole-
culares mais baixos e fora dos limites de deteção e não ter qualquer relação com uma compensação
reprodutiva [15]. Esta interpretação também explica o porquê de não haver alteração no peso,
diâmetro e teor lipídico dos ovos. Estudos diferentes indicaram que as proteínas que constituem
o vitelo provêm da vitelogenina, que se trata de uma fosfolipoglicoproteína muito complexa e de
elevado peso molecular [26–29, 31, 32], que para além das proteínas, possui na sua composição
um componente lipídico, ao aumentar o teor de proteína seria de esperar alguma variação, na
concentração de lípidos, a menos que fosse outro tipo de proteínas detetadas. Todavia, se outras
proteínas estivessem a ser englobadas seria de esperar alguma alteração no peso dos ovos e/ou no
diâmetro, mas tal não aconteceu. A diminuição do peso molecular das proteínas presentes nos
ovos explicaria tudo isto. No interior do ovo mantêm-se a mesma quantidade de proteína apenas
numa forma diferente, logo não haveria alteração da quantidade de lípidos, nem do diâmetro, nem
do peso.
Dentro da população de Viana do Castelo houve variação nos comportamentos consoante o
tamanho dos indivíduos, com as fêmeas de maiores dimensões a alocarem mais recursos nos seus
oócitos. Quando estudamos populações diferentes, em extremos opostos da distribuição geográfica
e que estão sujeitas a diferentes pressões sexuais [48], também se prevê uma alteração da aloca-
ção de recursos. Apesar de apenas um indivíduo analisado, os pesos moleculares das principais
bandas proteicas dos ovos de Nerophis lumbriciformis, provenientes da Escócia, coincidiram com
os calculados para a população portuguesa, indicando que as proteínas presentes são similares.
Contudo a quantidade de proteína proveniente dos ovos de Nerophis lumbriciformis da Escócia
foi menor que qualquer uma calculada para os espécimens de Viana do Castelo. Esta quantidade
poderia ser explicada de diferentes formas. Por um lado poderia ocorrer uma clivagem mais rápida
dos polipéptidos, contudo esta foi excluída pela presença dos mesmos picos proteicos presentes na
população de Viana do Castelo o que parecem sugerir um processo de clivagem similar. Uma outra
explicação passaria pelo fato de, como o individuo foi recolhido grávido, o período de gestação ser
superior ao esperado (24 horas). Neste caso a análise visual dos ovos indicam que estes estariam
num estadio muito pouco avançado da embriogénese e para além disso, quando analisados dois
conjuntos de ovos com um intervalo de tempo de 24 h as alterações entre a variação dos perfis
e da quantidade de proteína não foram significativas. Restará uma outra explicação: a diferente
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alocação de recursos. As fêmeas da população da Escócia podem fazer um investimento nos oócitos
menor do que as fêmeas da população portuguesa.
Os dados obtidos alertaram para o fato de a relação, muitas vezes utilizada, entre tamanho e
qualidade do ovo não poder ser verificada para todos syngnatídeos, daí que futuros estudos nesta
família sobre a qualidade de ovos ou oócitos devam incidir no seu conteúdo.
Este trabalho clarificou algumas questões da alocação diferencial, indicando que o tamanho das
fêmeas é sem dúvida um fator importante para definir a qualidade das fêmeas e esta qualidade
refletiu-se numa maior transferência de recursos para os futuros descendentes, numa forma que
permite a sua utilização pelo embrião. Foi também demonstrado que a relação entre diâmetro de
ovos e oócitos não reflete a real qualidade do ovo, uma vez que demonstramos que oócitos retirados
dos ovários de fêmeas maiores têm mais proteína porém quando se relaciona diâmetro dos oócitos
com tamanho das fêmeas não se verifica nenhuma relação significativa. Contudo foi verificada
uma relação significativa entre o diâmetro dos ovos e dos posturas perdidas: ovos são maiores que
oócitos. Esta variação do diâmetro não é resultado direto da diferença entre a qualidade dos ovos
e oócitos mas sim resultado das condições do meio em que podem ser encontrados. As posturas
perdidas foram libertadas para um meio hipertónico e, por fenómenos de osmose, a água que
hidratou os ovos pode ter saído levando à redução do seu diâmetro. Por outro lado, um diâmetro
maior nos ovos poderia ser um indício que ou os machos têm um papel osmorregulador ou que a
membrana do ovo ao longo do processo de embriogénese se altera de modo a impedir as saídas
de água do seu interior. Em termos de observação da evolução dos ovos no corpo do macho, a
segunda opção pareceu ser a mais lógica, visto que com após algumas horas da fecundação os ovos
foram ficando menos frágeis.
Este trabalho demonstra também que, nos syngnatídeos, ocorre uma clivagem sucessiva das
proteínas, em que a fêmea desempenha o papel mais importante e que uma quantificação do teor
de proteína é fortemente condicionada pelos limites dos métodos de deteção e por isso é necessário
ter um claro conhecimento dos limites dos métodos utilizados interpretar com prudência os dados
por eles fornecidos.
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